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(57) Abstract: The invention relates 
to a method for cultivating cells of 
the most diverse type, particularly 
human or animal cells. According to 
the invention, a culture is prepared 
from cells of at least one specified type 
in a defined environment, and the cells 
of the relevant culture are supplied 
with assigned, liquid nutrient media, 
growth factors, gases and the like. A 
combination of the following method 
steps is provided: a) preparing at least 
one cell culture inside at least one cell 
culture chamber (20) of a cell culture 
system (30); b) starting a flow of freely 
selectable, defined liquid media into the 
at least one cell culture chamber (20) 
in order to continuously supply the at 
least one cell culture; c) starting a flow 
of different gases with freely selectable 
concentrations into the at least one cell 
culture chamber (20) in order to effect 
a constant and continuous gassing of 
the at least one cell culture; d) effecting 
a regulated or controlled heating of 

the at least one cell culture chamber (20) in such a manner as to ensure a constant temperature therein over the duration of an 
experiment; e) carrying out permanent microscopic observation of the at least one cell culture inside the at least one cell culture 
chamber (20) without removing samples of the cell culture over the duration of an experiment, and; f) permanently measuring all 
relevant cell culture parameters using corresponding sensors that are integrated inside the at least one cell culture chamber (20). 




(57) Zusammenfassung: Bei einem Verfahren zur Kultivierung von Zellen verschiedenster Art, insbesondere menschlicher oder 
a tierischer Zellen, wobei von Zellen wenigstens einer bestimmten Art jeweils eine Kultur in einer definierten Umgebung angesetzt 
wird und wobei die Zellen der betreffenden 
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Zur Erkl&rung der Zweibuchstaben-Codes und der anderen Ab- 
kurzungen wird auf die Erklarungen ("Guidance Notes on Co- 
des and Abbreviations") am Anfang jeder regularen Ausgabe der 
PCT -Gazette verwiesen. 



Kultur mit zugeordneten, flussigen Nahrmedien, Wachstumsfaktoren, Gasen und dergleichen versorgt werden, ist die Kombination 
folgender Verfahrensschritte vorgesehen: a) Ansetzen wenigstens einer Zellkultur innerhalb wenigstens einer Zellkulturkammer 
(20) eines Zellkultursystems (30); b) Ingangsetzen eines Flusses frei wahlbarer, definierter, fliissiger Medien in die wenigstens 
eine Zellkulturkammer (20) zur kontinuierlichen Versorgung der wenigstens einen Zellkultur; c) Ingangsetzen eines Stromes unter- 
schiedlicher Gase mit frei wahlbaren Konzentrationen in die wenigstens eine Zellkulturkammer (20) zur konstanten, kontinuierlichen 
Begasung der wenigstens einen Zellkultur, d) geregeltes bzw. gesteuertes Beheizen der wenigstens einen Zellkulturkammer (20) in 
der Art und Weise, dass hierin eine konstante Temperatur wahrend der Dauer eines Versuches gewahrleistet wird; e) permanentes 
mikroskopisches Beobachten der wenigstens einen Zellkultur innerhalb der wenigstens einen Zellkulturkammer (20), ohne wMhrend 
der Dauer eines Versuches Proben der Zellkultur zu entnehmen; und f) permanentes Messen samtlicher relevanten Zellkulturparam- 
eter mittels entsprechender, in die wenigstens eine Zellkulturkammer (20) integrierter Sensoren. 
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PAN-Biotech, GmbH, Gewerbepark 13, D-94501 Aidenbach 

Verfahren zur Kultivierung von Zellen, insbesondere 
menschlicher oder tierischer Zellen 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Kultivierung von Zel- 
len verschiedenster Art, insbesondere menschlicher oder tieri- 
scher Zellen, wobei von Zellen wenigstens einer bestimmten Art 
jeweils eine Kultur in einer definierten Umgebung angesetzt 
wird und wobei die Zellen der betreffenden Kultur mit zugeord- 
neten, flussigen Nahrmedien, Wachstumsf aktoren, Gasen oder der 
gleichen versorgt werden. 

Kulturen der vorgenannten Art werden im allgemeinen von einzel 
nen Zellen angesetzt, die entweder von Gewebeteilen, von prima 
ren Kulturen, von Zell-Linien oder Zell-Stammen durch enzymati 
sche, mechanische oder chemische Zerteilung herruhren. 

Bei bisher bekannten Zellkultivierungsverf ahren werden zum An- 
setzen der Kulturen in der Regel aus Kunststoff bestehende Kul 
turgefaJie verwendet, die in C0 2 -Brutschranken inkubiert werden. 
Diese garantieren eine konstante Temperatur (z.B. 37°C) und ei 
ne Pufferung des Mediums durch eine 5 %- bis 10 %-ige CO2- 
Begasung. Die Sauerstof fversorgung erfolgt durch einfache Dif- 
fusion. Bei den bekannten Verfahren und Einrichtungen zur Kul- 
tivierung von Zellen sind Co-Kultivierung und frei veranderli- 
che Inkubationsbedingungen in der Regel nicht moglich. 

Zur mikroskopischen Beobachtung oder zu speziellen Untersuchun 
gen miissen die Kulturgef aile aus dem jeweiligen Brutschank ent- 
nommen werden, wobei die Inkubation unterbrochen wird, die Zel 
len sich abkuhlen und somit die Versuchsbedingungen nicht mehr 
konstant sind. 
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Die bisher bekannten Verfahren zur Kultivierung von Zellen wer- 
den jedoch den Anf orderungen der modernen Zellkulturtechnologie 
nicht mehr gerecht. 

Insbesondere im Hinblick auf aktuelle Forschungsschwerpunkte in 
der Pharmaindustrie, die in den Bereichen Entzundung (Rheuma) , 
Krebsbekampfung, Herz/Kreislauf -Erkrankungen, Aids, Apoptose 
(programmierter Zelltod) und Blutgerinnung liegen, ist die Ent- 
wicklung und Erprobung entsprechender neuer Wirkstoffe und Me- 
dikamente mit Hilfe eines neuen Verfahrens zur Kultivierung von 
Zellen unabdingbar, das es ermoglicht , die Substanz- und Wir- 
kungstestung unter nahezu in-vivo-Bedingungen, d.h., mit nahezu 
perfekter Abbildung komplexer biologischer Systeme, vor Ober- 
tritt in die klinischen Phasen (Testung an Probanten) durchzu- 
f iihren. 

Mit Rucksicht auf die wie oben geschilderte Situation besteht 
die Forderung nach einer Moglichkeit der Simulation von Reak- 
tionsablauf en innerhalb eines oder mehrerer Organsysteme (z.B. 
durch Serienschaltung von Zellkulturkammern mit Hepatozyten und 
anderen Zellarten, Untersuchung auf Abbauprodukte und Metaboli- 
te) , damit zum einen die Zeitraume zwischen Substanzwirkungser- 
kennung und Arzneimittelzulassung erheblich minimiert werden 
und zum anderen vor dem Eintritt in die klinische Testphase die 
notwendigen Erkenntnisse uber den Wirkungsmechanismus der Sub- 
stanz innerhalb eines komplexen biologischen Systems erlangt 
werden konnen. 

Eine ahnliche Situation liegt beispielsweise auch im Bereich 
der Kosmetikindustrie vor. 



Im Stand der Technik sind beispielsweise multivalente Zellkul- 
tursysteme (vgl. z.B. DE 199 15 178 Al), problemadaptierte 
Zellkultursysteme fttr spezifische Auf gabenstellungen (vgl. z.B. 
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WO 98/17822) oder Verfahren zur Replication von Zellkulturen 
bekannt (vgl. z.B. WO 97/37001). 

Ferner ist beispielsweise aus der WO 99/23206 ein Verfahren zum 
Mischen einer varizella-inf izierten Zellkultur in Rollflaschen 
bekannt . 

Schliefilich sind aus der EP 0 999 266 Al ein Verfahren und eine 
Vorrichtung zur Aufnahme einer Zellkultur bekannt, wodurch mog- 
lichst homogene Bedingungen fur die molekularbiologische oder 
gentechnische Untersuchung von Zellen geschaffen werden sollen. 

Mit Riicksicht auf die eingangs geschilderte Situation auf dem 
Gebiet der modernen Zellkulturtechnologie liegt der vorliegen- 
den Erfindung nunmehr die Aufgabe zugrunde, ein neues, verbes- 
sertes Verfahren zur Kultivierung von Zellen verschiedenster 
Art, insbesondere menschlicher oder tierischer Zellen zu schaf- 
fen, das die Nachteile der bisher bekannten Verfahren beseitigt 
und insbesondere die M5glichkeit bietet, hochkomplexe, biologi- 
sche Vorgange in Echtzeit und unter nahezu in-vivo-Bedingungen 
(d.h. wie im lebenden Organismus) zu simulieren, wobei letzt- 
endlich ein computer gesteuerter Verf ahrensablauf realisierbar 
sein soli. 

Ausgehend von einem Verfahren zur Kultivierung von Zellen ver- 
schiedenster Art, insbesondere menschlicher oder tierischer 
Zellen, wobei von Zellen wenigstens einer bestimmten Art je- 
weils eine Kultur in einer definierten Umgebung angesetzt wird 
und die Zellen der betreffenden Kultur mit zugeordneten, flxis- 
sigen Nahrmedien, Wachstumsf aktoren, Gasen und dergleichen ver- 
sorgt werden, wird die wie vorstehend definierte Aufgabe erfin- 
dungsgemali durch die Kombination folgender Verf ahrensschritte 
geldst : 
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a) Ansetzen wenigstens einer Zellkultur innerhalb wenigstens 
einer Zellkulturkammer eines Zellkultursystems; 

b) Ingangsetzen eines Flusses frei wahlbarer, definierter, 
flussiger Medien in die wenigstens eine Zellkulturkammer 
zur kontinuierlichen Versorgung der wenigstens einen Zell- 
kultur; 

c) Ingangsetzen eines Stromes unterschiedlicher Gase mit frei 
wahlbaren Konzentrationen in die wenigstens eine Zellkul- 
turkammer zur konstanten, kontinuierlichen Begasung der 
wenigstens einen Zellkultur; 

d) geregeltes bzw. gesteuertes Beheizen der wenigstens einen 
Zellkulturkammer in der Art und Weise, daJi hierin eine 
konstante Temperatur wahrend der Dauer eines Versuches ge- 

' wahrleistet wird; 

e) permanentes mikroskopisches Beobachten der wenigstens ei- 
nen Zellkultur innerhalb der wenigstens einen Zellkultur- • 
kammer, ohne wahrend der Dauer eines Versuches Proben der 
Zellkultur zu entnehmen; und 

f) permanentes Messen sSmtlicher relevanten Zellkulturparame- 
ter mittels entsprechender , in die wenigstens eine Zell- 
kulturkammer integrierter Sensoren. 

Bei dem erf indungsgemafien Verfahren wird in bevorzugter Weise 
innerhalb einer vorgegebenen Anzahl von Zellkulturkammern die 
entsprechende Anzahl von Zellkulturen gleichzeitig angesiedelt 
und es werden sodann die weiteren Verf ahrensmalinahmen, wie oben 
def iniert, durchgefuhrt . 

Hierbei konnen die Zellkulturkammern entweder in Reihe oder 
parallel geschaltet werden. 
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Durch das erf indungsgemafie Verfahren zur Kultivierung von Zel- 
len ist insbesondere gewahrleistet , dafc die Zellen samtlicher 
Kulturen mit flUssigen Nahrmedien, Wachstumsf aktoren, Gasen 
oder dergleichen kontinuierlich versorgt werden, ohne daft die 
Zellen einer Kultur ihrer gewohnten, definierten Umgebung ent- 
nommen werden miissen, wahrend gleichzeitig samtliche Zellkultu- 
ren ohne Unterbrechung der Begasung permanent mikroskopisch be- 
obachtet werden kOnnen. 

Gemafi weiterer Ausgestaltung des erf indungsgemaften Verfahrens 
k5nnen wahrend der Dauer eines Versuchs die Art der fliissigen 
Medien und/oder deren Stromungsrichtungen und/oder deren Ver- 
teilung und/oder deren DurchfluJimengen variiert werden, es kon- 
nen aber auch die Art der Gase und/oder deren StrSmungsrichtun- 
gen und/oder deren Verteilung und/oder die Begasungskonzentra- 
tionen variiert werden, was letztendlich dazu fiihrt, dafi das 
erfindungsgemai3e Verfahren auJierordentlich flexibel gestaltet 
werden kann . 

Insbesondere kSnnen im Falle von in Reihe geschalteten Zellkul- 
turkammern eines Zellkultursystems die flussigen Medien von 
Zellkulturkammer zu Zellkulturkammer kontinuierlich weiterge- 
leitet werden. 

In entsprechender Weise kdnnen auch die Gase von Zellkulturkam- 
mer zu Zellkulturkammer kontinuierlich weitergeleitet werden. 

Urn bei dem erf indungsgemafien Verfahren zur Zellkultivierung 
wahrend der Dauer eines Versuches in den einzelnen Zellkultur- 
kammern konstante Temperaturen zu gewahrleisten, werden die in 
den einzelnen Zellkulturen herrschenden Temperaturen permanent 
gemessen und als Temperatur-Istwerte einem entsprechenden Tem- 
peraturregel- bzw. Temperatursteuerkreis eingegeben, so dafi. die 
Beheizung der jeweiligen Zellkulturkammer entsprechend geregelt 
bzw. gesteuert werden kann. 
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Wie weiter unten im einzelnen noch naher erlautert wird, weist 
zu diesem Zweck jede einzelne Zellkulturkammer eine eigene Hei- 
zung auf, wahrend oberhalb der betreffenden Zellkulturkammer 
jeweils ein Inf rarot-Temperaturmesser angeordnet ist, der die 
in der betreffenden Zellkultur herrschende Temperatur milit und 
diesen Temperaturmefiwert an ein Oberwachungs- und Steuerungssy- 
stem meldet. Andert sich die anfangs vorgegebene Temperatur in 
der wenigstens einen Zellkulturkammer , dann wird durch den Tem- 
peraturregel- bzw. Steuerkreis bewirkt, daft die Heizleistung 
der jeweiligen Zellkulturkammerbeheizung vermindert bzw. erhoht 
wird. Die Temperaturmessung kann aber auch mit Hilfe anderer 
Temperatursensoren erf olgen . 

Wie ebenfalls weiter unten noch naher erlautert wird, sind aus 
FlexibilitStsgrunden die Temperaturen in den einzelnen Zellkul- 
turkammern durch das Oberwachungs- und Steuerungssystem wahrend 
der' gesamten Versuchsdauer frei einstellbar und veranderbar. 

Eine weitere, besonders vorteilhafte Verf ahrensausgestaltung 
besteht darin, daft innerhalb wenigstens einer Zellkulturkammer 
zu beiden Seiten einer dort installierten gasdurchlassigen Mem- 
bran je eine Zellkultur unterschiedlicher Art zum Zwecke einer 
direkten Co-Kultivierung beider Zellkulturen angesetzt wird. 

Eine derartige Co-Kultivierung erfolgt in bevorzugter Weise da- 
durch, daft die auf der einen Seite der Membran, d.h. auf der 
apikalen Seite wachsenden Zellen der ersten Zellkultur durch 
einen ersten Medienflull versorgt werden, wohingegen die auf der 
anderen Seite der Membran, d.h. der basolateralen Seite wach- 
senden Zellen der zweiten Zellkultur mit einem gegenuber dem 
ersten Medienflull unterschiedlichen, zweiten MedienfluB ver- 
sorgt werden. Somit f unktionieren die Zellen auf der apikalen 
Seite als Deckschicht, wahrend die Zellen auf der basolateralen 
Seite als Innenzellen f unktionieren . Die Zellen der ersten 
Zellkultur und die Zellen der zweiten Zellkultur weisen hierbei 
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durch die Membran einen recht engen Kontakt zueinander auf, so 
daft die MSglichkeit besteht, Austauschvorgange innerhalb der 
Schichten auf der apikalen Seite und der basolateralen Seite zu 
untersuchen. 

Dariiberhinaus besteht noch die Moglichkeit, dali dann, wenn gas- 
durchlassige Membranen mit unterschiedlichen, wahlbaren Poren- 
grSften verwendet werden, ein moglicher Austausch von wirksamen 
bioaktiven Molektilen (z.B. Wachstumsf aktoren, Horraonen, usw.) 
im Zuge einer derartigen Co-Kultivierung untersucht werden 
kann. Solche Untersuchungsmoglichkeiten sind insbesondere bei 
Gewebeteilen wichtig, die aus verschiedenen Zellarten aufgebaut 
sind, beispielsweise Obergang Endothelzellen-Fibroblasten 
(Adern) oder Schleimhautzellen-Fibroblasten (Darm, Magen) . 

Ferner besteht eine weitere, besonders vorteilhafte Verfah- 
rensausgestaltung in der Anwendung des erf indungsgemafien Ver- 
fahrens zur indirekten Co-Kultivierung, wobei verschiedene bio- 
logische Systeme (d.h. Gewebe-/Zellarten) in entsprechenden 
Zellkulturkammern hintereinander geschaltet werden. Auf diese 
Weise lassen sich ganze Organsysteme gleichsam nachbauen und 
die entsprechenden Stof f wechselvorgange untersuchen. Diese Mafi- 
nahmen lassen sich durch ein Beispiel naher erlautern: Ein an 
sich ungif.tiger Stoff wird tiber den Verdauungstrakt auf genommen 
und gelangt uber den Blutstrom in die Leber. Die Leberzellen 
bauen den Stoff in Abbauprodukte urn, die unter Umstanden 
toxisch wirken konnen. Urn dies zu iiberpriifen, wird die "ver- 
dachtige" Substanz in eine Inkubationskammer eingegeben, die 
mit Hepatozyten (Leberzellen) besiedelt ist. Ober eine defi- 
nierte Nahrmedienversorgung (MedienfluB = "Ader") gelangen 
evtl. toxische Abbauprodukte in eine sich anschlieliende Zell- 
kulturkammer, so dafi dort z.B. aus absterbenden Nervenzellen 
auf eine neurotoxische Substanz geschlossen werden kann. 
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Gemafi einer weiteren, aufierordentlich vorteilhaf ten Ausgestal- 
tung des erf indungsgemafien Verfahrens ist ein videounterstiitz- 
tes mikroskopisches Beobachten der wenigstens einen Zellkultur 
in der wenigstens einen Zellkulturkammer vorgesehen, wie dies 
ebenfalls weiter unten noch naher erlautert wird. 

Das erf indungsgemafie Verfahren lafit sich auch noch dahingehend 
weiter ausgestalten, dafi samtliche Daten, die gewonnen werden 
durch 

permanentes mikroskopisches Beobachten der wenigstens ei- 
nen Zellkultur innerhalb der wenigstens einen - Zellkultur- 



kammer und/oder 

permanentes Messen der relevanten Zellkulturparameter 
und/oder 

permanentes Messen der in der wenigstens einen Zellkultur 
innerhalb der wenigstens einen Zellkulturkammer herrschen- 
den Temper atur, 

zu einem computergesteuerten Oberwachungs- und Steuerungssystem 
zur dortigen Weiterverarbeitung iibertragen werden. 

Hierbei erfolgt insbesondere das permanente Messen der relevan- 
ten Zellkulturparameter mit Hilfe eines sof tware-unterstiitzten 
Mefiverf ahrens . 

Eine kontinuierliche Messung von Zellkulturparametern lafit sich 
vorzugsweise durch spezielle Sonden bzw. Sensoren, beispiels- 
weise fttr pH-Wert, Lactat, Elektropotential und dergleichen 
mehr, durchfiihren, wobei diese Messungen durch eine entspre- 
chende Software ausgewertet und dargestellt werden konnen. Die- 
se Art der Messung liefert gegeniiber herkommlichen Methoden ex- 
aktere Ergebnisse, wodurch bestimmte Fragestellungen analysiert 
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werden konnen, die mit bisher verwendeten Mefiverf ahren nicht 
durchfuhrbar sind. Mit Hilfe eines solchen software-unterstutz- 
ten Mefiverf ahrens lassen sich beispielsweise bestimmte Tierver- 
suche in der praklinischen Phase grofitenteils ersetzen. 

Die Erfindung wird nunmehr nachfolgend anhand von Ausfuhrungs- 
beispielen naher erlautert, wobei zeigen: 

Figur 1 eine schematische Ansicht eines zur Durchfuhrung des 
erf indungsgemafien Verfahrens zur Kultivierung von Zellen die- 
nenden, kompletten, geschlossenen Zellkultursystems, bei dem 
eine vorgegebene Anzahl von Zellkulturkammern zum Einsatz ge- 
langt; und 

Figur 2 eine schematische Darstellung einer Hintereinander- 
schaltuhg von Zellkulturkammern des in Figur 1 dargestellten' 
Zellkultursystems . 

Figur 1 zeigt ein geschlossenes Zellkultursystem 30 , bei dem 
beispielsweise sechs Zellkulturkammern 20 als Gruppe A auf ei- 
ner entsprechend zugeordneten Basis 21 plaziert sind. Insbeson- 
dere bildet die Basis 21 ein Heizsystem E fur die Inkubierung, 
das wahrend der Betriebszeit des Zellkultursystems 30 konstante 
Temperaturen innerhalb jeder der Zellkulturkammern 20 der Zell- 
kulturkammergruppierung A gewahrleistet . 

Vorzugsweise erfolgt mit Hilfe dieses Heizsystems E eine elek- 
trische Beheizung der jeweiligen Zellkulturkammer 20, wodurch 
eine sehr genaue Temperaturregelung ermoglicht ist. Dieses 
Heizsystem E ist insbesondere in der Weise ausgelegt, daJ5 jede 
einzelne Zellkulturkammer 20 der Zellkultuxkammergruppierung A 
liber ihre eigene Heizung verfugt, die in der Basis 21 inte- 
griert ist. 
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Mit besonderem Vorteil ist das Heizsystem E uber eine zugeord- 
nete Software steuerbar. Zu diesem Zweck ist oberhalb der Zell- 
kulturkammergruppierung A ein System aus Inf rarot-Temperatur- 
messern 25 installiert, in der Art, dali jeder einzelnen Zell- 
kulturkammer 20 ein entsprechender Inf rarot-Temperaturmesser 25 
zugeordnet ist. Der jeweilige Inf rarot-Temperaturmesser 25 
ftthlt mit Hilfe eines von der jeweiligen Zellkulturkammer 20 
ausgehenden Inf rarotstrahls 25 T die in der Zellkultur vorherr- 
schende Temperatur ab und meldet das entsprechende MeJJergebnis 
permanent an ein computergesteuertes Oberwachungs- und Steue- 
rungssystem G, das im wesentlichen aus einer Datenverarbei- 
tungsanlage 37 und einem zugehorigen Monitor 36 besteht. Die 
einzelnen Inf rarot-Temperaturmesser 25 sind uber eine gemeinsa- 
me Verbindungsleitung 45 an das Oberwachungs- und Steuerungssy- 
stem G angeschlossen. Wenn sich die anfangs vorgegebenen Tempe- 
raturen in den Zellkulturkammern 20 der Zellkulturkammergrup- 
pierung A andern, erfolgt automatisch uber das Uberwachungs- 
und Steuerungssystem G eine Steuerung bzw. Regelung des Heizsy- 
stems E f d.h., die in der einzelnen Zellkulturkammer 20 herr- 
schende Temperatur wird permanent auf eine konstante Temperatur 
eingeregelt . 

Anstatt mittels Inf rarot-Temperaturmessern 25 konnte die Tempe- 
raturmessung in der einzelnen Zellkulturkammer 20 aber auch mit 
Hilfe anderer Temperatursensoren durchgefiihrt werden. 

Daruberhinaus kann mit Hilfe der in dem Oberwachungs- und 
Steuerungssystem G enthaltenen Software ermoglicht werden, dali 
die Temperaturen in den einzelnen Zellkulturkammern 20 der 
Zellkulturkammergruppierung A wahrend der gesamten Versuchsdau- 
er frei einstellbar und wahlbar sind, falls dies aus bestimmten 
Grunden erforderlich sein sollte. 



Zum Zwecke einer permanenten, videogestiitzten mikroskopischen 
Beobachtung des Inneren der jeweiligen Zellkulturkammer 20 ist 
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ein Videosystem B mit einem entsprechend zugeordneten Mikro- 
skopsystem vorgesehen. Dieses Videosystem B wird im folgenden 
naher erlautert. 

Unterhalb jeder einzelnen Zellkulturkammer 20 der Zellkultur- 
kammergruppierung A, die im vorliegenden Ausf iihrungsbeispiel 
insgesamt sechs Zellkulturkammern aufweist, ist eine Videokame- 
ra 22 mit Mikroskopauf sat z 22* auf einem mechanisch einstellba- 
ren Fahrtisch 23 angeordnet, somit insgesamt sechs Videokameras 
22 mit zugehdrigem Mikroskopauf sat z 22'. Somit beobachtet je 
eine Videokamera 22 mit Mikroskopauf satz 22' je eine Zellkul- 
turkammer 20. Nach Versuchsstart und nachdem sich aussagekraf- 
tige Bereiche in der jeweiligen in der Zellkulturkammer 20 ent- 
haltenen Zellkultur abzeichnen, wird ein Beobachtungssektor in 
der Zellkulturkammer 20 festgelegt. Dieser Beobachtungssektor 
wird so'dann durch den mechanisch einstellbaren Fahrtisch 23 
mittels (nicht dargestellter) Einstellschrauben angefahren, so- 
dann wird der Fahrtisch 23 arretiert und das Videosystem B 
bleibt infolgedessen wahrend der gesamten Versuchsdauer in der 
gleichen Position. Ferner wird bei Versuchsstart die Scharfe 
der Einstellung am jeweiligen Mikroskopauf satz 22' einjustiert. 
Dieser Justiervorgang am jeweiligen Mikroskopauf satz 22' er- 
folgt far samtliche sechs Zellkulturkammern 20 und bleibt so- 
dann unverandert bis zum Versuchsende . 

Vorzugsweise wird auch das Videosystem B liber die im Oberwa- 
chungs- und Steuerungssystem G enthaltene Software gesteuert. 
Hierbei wird jede einzelne Videokamera 22 mit Mikroskopauf satz 
22' gesteuert. Dies erfolgt insbesondere in der Art, dafi in 
frei wahlbaren Zeitintervallen (beispielsweise im Minutentakt) 
Bilder von der jeweiligen Zellkultur in der Zellkulturkammer 20 
aufgenommen werden, wobei zu dem jeweiligen Zeitpunkt einer 
solchen Aufnahme eine . oberhalb der jeweiligen Zellkulturkammer 
20 angeordnete Lichtquelle 24 die entsprechende Zellkultur be- 
leuchtet, so dali eine ausreichende Ausleuchtung des Inneren der 
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Zellkulturkaramer 20 fur die Videoauf nahmen gewahrleistet ist. 
Wenn die Videoauf nahme beendet ist, bringt die Steuerung die 
jeweilige Lichtquelle 24 in einen schwach dimmenden Standby- 
Zustand, bis die nachste Videoauf nahme gemacht wird. Der von 
einer jeden Lichtquelle 24 ausgehende Lichtstrahl bzw. Lichtke- 
gel, der in das Innere einer jeweiligen Zellkulturkammer 20 
durch eine entsprechende (nicht dargestellte) Glasscheibe ein- 
tritt, ist in Figur 1 mit 24 1 bezeichnet. 

Samtliche Lichtquellen 2 4 sind aber eine gemeinsame Verbin- 
dungsleitung 4 6 an das Oberwachungs- und Steuerungssystem G an- 
geschlossen. 

Durch jeden einzelnen Lichtstrahl bzw. Lichtkegel 24 wird die 
jeweilige, in der Zellkultur kammer 20 enthaltene Zellkultur 
f lachendeckend ausgeleuchtet . 

Das Videosystem B ist ebenfalls uber eine Leitung 47 an das 
Oberwachungs- und Steuerungssystem G angeschlossen, wobei von 
diesem aus die Leitung 47 zu einem Knotenpunkt 48 fuhrt, mit 
dem die einzelnen Video kamer as 22 uber entsprechend zugeordnete 
Leitungen verbunden sind. 

Das wie oben erlauterte Videosystem B mit Mikroskopsystem' 
stellt nur eine Ausf uhrungsmoglichkeit dar. Eine mogliche ande- 
re Ausfuhrungsf orm eines solchen Systems zur permanenten Beob- 
achtung des Inneren der Zellkulturkammern besteht darin, dafi 
ein einziges Beobachtungssystem, bestehend aus Videokamera und 
Mikroskopauf satz, auf einem Fahrtisch installiert wird und daii 
dieser Fahrtisch die sechs Zellkulturkammern 20 der Zellkultur- 
kammergruppierung A in frei wahlbaren Intervallen abfahrt. Die 
Justierung des Beobachtungssystems erfolgt fiar die einzelne 
Zellkultur bei Versuchsstart , d.h., vorzugsweise dann, nachdem 
sich aussagekraftige Bereiche in der jeweiligen Zellkultur ab- 
zeichnen, durch die entsprechende, im Oberwachungs- und Steue- 
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rungssystem G enthaltene Software, d.h., durch das entsprechen- 
de Computerprogramm sind die.sechs Anf ahrpositionen des Fahrti- 
sches, auf dem das Beobachtungssystem montiert ist, program- 
miert. Wegen der mechanischen Toleranzen des Fahrtisches mufi 
jedoch ein grSlierer als der zu beobachtende Bereich innerhalb 
der einzelnen Zellkulturkammer 20 aufgenommen werden. Innerhalb 
dieses grolieren Bereichs wird nun mittels der Software der zu 
beobachtende Bereich definiert. Die Software ist in der Lage, 
Konturen zu speichern und wieder zu erkennen, d.h., beim erneu- 
ten Anfahren einer Zellkulturkammer werden die Kontur und die 
Anordnung der Zellen erkannt und ein anfanglich definierter Be- 
obachtungsbereich gespeichert. 

Dieses zuletzt erlauterte Beobachtungssystem ist in den Zeich- 
nungen im einzelnen nicht dargestellt, jedoch erfolgt die Aus- 
leuchtung der einzelnen Zellkulturkammer 20 ebenfalls mit Hilfe 
der Lichtquellen 24, wie bereits weiter oben im einzelnen er- 
lautert. 

Das in Figur 1 dargestellte Zellkultursystem 30 weist ferner 
noch ein Dosiersystem C fur Fliissigkeiten (z.B. flussige Nahr- 
medien und dergleichen) auf, welches z.B. vier Flussigkeitsvor- 
ratsbehalter 31 mit einer jeweils zugeordneten Flussigkeitsent- 
nahmeleitung 31' aufweist, wobei sodann aus diesen Fliissig- 
keitsentnahmeleitungen 31' ein Leitungsbundel 32 gebildet ist. 
Dieses Leitungsbundel 32 ist andererseits mit einem Pumpensy- 
stem 29 verbunden, durch welches die verschiedenen Zellkultur- 
kammern 20 der Zellkulturkammergruppierung A mit frei wahlbaren 
Fltissigkeiten, die in den Flussigkeitsvorratsbehaltern 31 ent- 
halten sind, versorgt werden. 

Das Pumpensystem 29 ist seinerseits uber eine Leitung 33 an ein 
Multiventilmodul 30' angeschlossen . Die Zufuhrung der Flussig- 
keiten zu der Zellkulturkammergruppierung A erfolgt von dem 
Multiventilmodul 30' aus tiber sterile Schlauchleitungssysteme 
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27 und 28, wobei diese Fliissigkeiten von den einzelnen Zellkul- 
turkammern 20 flexibel weitergeleitet werden, d.h., von einer 
Zellkulturkammer zur nachsten. Sowohl die Fliissigkeitszuf uhrung 
als auch die Fliissigkeitsweiterleitung erfolgt iiber sterile 
Schlauchsysteme, die mit Standard-Schlauchverbinderelementen 
und Verteilern bei Versuchsstart installiert werden, d.h., mit 
entsprechenden Versorgungskanalen einer jeweiligen Zellkultur- 
kammer 20 verbunden werden. Hierbei wird die Verbindung der 
Standard-Schlauchelemente (in den Zeichnungen im einzelnen 
nicht dargestellt) mit den zugeordneten Versorgungskanalen der 
jeweiligen Zellkulturkammer so aufeinander abgestimmt, dafi die 
Sterilitat gewahrleistet ist. 

Aus Griinden der Flexibilitat konnen die Art der Fltissigkeiten 
und/oder die StrSmungsrichtungen und/oder die Verteilung der 
Fliissigkeiten und/oder deren Durchf luilmengen wahrend des Ver- 
suchs geandert bzw. gesteuert werden, wobei eine derartige 
Steuerung vorzugsweise durch das computergesteuerte Oberwa- 
chungs- und Steuerungssystem G erfolgt. Zu diesem Zweck sind 
das Pumpensystem 29 mittels einer Verbindungsleitung 38 und das 
Multiventilmodul 30' iiber eine Verbindungsleitung 40 an das 
Oberwachungs- und Steuerungssystem G angeschlossen. 

Das Dosiersystem C des Zellkultursystems 30 erlaubt es somit, 
der Zellkulturkammergruppierung A unterschiedlichste Fliissig- 
keiten zuzuftihren. 

Das Zellkultursystem 30 weist dariiberhinaus ein Begasungs system 
D fiir unterschiedlichste Gase auf. Dieses Begasungssystem D 
dient dazu, die verschiedenen Zellkulturkammern 20 der Zellkul- 
turkammergruppierung A mit unterschiedlichen Gasen, z.B. Luft, 
0 2 , N 2 , C0 2 zu begasen. Von dem Begasungssystem D aus erfolgt 
die Gaszufiihrung zu der Zellkulturkammergruppierung A mittels 
einer sterilen Schlauchleitung 26. Auch hierbei k6nnen die Gase 
von den verschiedenen Zellkulturkammern 20 unter Verwendung 
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entsprechend zugeordneter Versorgungskanale flexibel weiterge- 
leitet werden, d.h. von einer Zellkulturkammer zur nachsten. 

Gaszufiihrung und Gasweiterleitung erfolgen insgesamt iiber ste- 
rile Schlauche, die mittels Standard-Schlauchverbinderelementen 
und Verteilern bei Versuchsstart installiert werden. Die Ver- 
bindungen der Schlauchverbinderelemente mit den entsprechend 
zugeordneten Versorgungskanalen einer jeweiligen Zellkulturkam- 
mer 20 sind so aufeinander abgestimmt, daiJ die Sterilitat ge- 
wahrleistet ist. Auch bei dem Begasungssystem D konnen aus Fle- 
xibilitatsgriinden die Art der Case und/oder die Stromungsrich- 
tungen und/oder die Gasverteilung und/oder die Begasungskonzen- 
tration wahrend des Versuchs geandert bzw. gesteuert werden. Zu 
diesem Zweck ist wiederum das Begasungssystem D iiber eine Ver- 
bindungsleitung 39 an das computergesteuerte uberwachungs- und 
Steuerungssystem G angeschlossen, das die entsprechende Soft- 
ware fur die Steuerung des Begasungssystems D enthalt. 

Schlieiilich gehSrt zu dem Zellkultursystem 30 noch ein Monito- 
ring-System F, das vorgegebene Sensormodule 34 aufweist. Mit 
Hilfe dieses Monitoring-Systems F kdnnen wahrend der gesamten 
Versuchsdauer die relevanten Parameter in der jeweiligen Zell- 
kulturkammer 20 der Zellkulturkammergruppierung A mittels ent- 
sprechend zugeordneter Sensoren gemessen, insbesondere perma- 
nent gemessen werden, wobei es sich bei diesen Parametern z.B. 
urn pH-Wert, Glucose, Lactat, Sauerstoff, Elektropotential usw. 
handelt. Zu diesem Zweck steht das Monitoring-System F iiber ei- 
ne Leitung 41, iiber einen Knotenpunkt 42 und von dort aus iiber 
weitere Leitungen 43 und 44 und entsprechend zugeordnete Ab- 
zweigleitungen mit den einzelnen Zellkulturkammern 20 der Zell- 
kulturkammergruppierung A des Zellkultursystems 30 in Verbin- 
dung. 

Die von den (nicht gezeigten) Sensoren gemessenen Parameter 
werden von dem Monitoring-System F iiber eine Leitung 35 an das 
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computergesteuerte Oberwachungs- und Steuerungssystem G zur 
entsprechenden Weiterverarbeitung weitergeleitet . 

Jede Zellkulturkammer 20 weist entsprechende Sensorikanschluli- 
kanale auf, wie dies weiter unten noch im einzelnen erlautert 
wird, wobei die Sensoren und. die jeweils zugeordneten Kanale so 
aufeinander abgestimmt sind, daft die Sterilitat gewahrleistet 
ist . 

Mit besonderem Vorzug ist das Monitoring-System F in Verbindung 
mit dem computergesteuerten Oberwachungs- und Steuerungssystem 
G in der Weise ausgelegt, .dafi das permanente Messen der rele- 
vanten Zellkulturparameter mit Hilfe eines software-unterstiitz- 
ten Meliverf ahrens erfolgen kann (wie bereits weiter oben erlau- 
tert) . 

Aus- Figur 2 ist die Zellkulturkammergruppierung A des Zellkul- 
tursystems gemaii Figur 1 in schematischer Draufsicht zu erse- 
hen. Bei dieser Zellkulturkammergruppierung A sind insgesamt 
sechs Zellkulturkammern 20 gleichsam in Reihe geschaltet, der- 
art, daft sowohl die fliissigen Medien als auch die Gase von ei- 
ner Zellkulturkammer 20 zur anderen, d.h., zur jeweils nachfol- 
gend angeordneten Zellkulturkammer 20 kontinuierlich weiterge- 
leitet werden kSnnen. 

In jeder der sechs Zellkulturkammern 20 wird mindestens eine zu 
untersuchende Zellkultur angesiedelt, wobei jedoch im vorlie- 
genden Ausf iihrungsbeispiel der Einfachheit halber von sechs 
Zellkulturen gesprochen wird, deren jeweiligen Zellen mit defi- 
nierten fliissigen Nahrmedien, Wachstumsf aktoren, Gasen und der- 
gleichen mehr zu versorgen sind. 

Zu diesem Zweck wird einerseits ein Flufi frei wahlbarer, defi- 
nierter, flussiger Medien und andererseits ein Strom unter- 
schiedlicher Gase mit frei wahlbaren Konzentrationen in die 
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sechs Zellkulturkammern 20 der Zellkulturkammergruppierung A in 
Gang gesetzt, wobei, wie bereits weiter oben erlautert, die Zu- 
fuhrung der Flussigkeiten zu der Zellkulturkammergruppierung A 
primSr von dem Multiventilmodul 30' gemafi Figur 1 aus uber die 
sterilen Schlauchleitungssysteme 27 und 28 erfolgt, wahrend 
gleichzeitig die Gaszufuhrung zu der Zellkulturkammergruppie- 
rung A von dem Begasungssystem D gemafi Figur 1 aus mittels der 
sterilen Schlauchleitung 26 erfolgt. 

Zur Erleichterung der Obersicht sind die sechs auf einanderf ol- 
gend in Reihe geschalteten Zellkulturkammern 20 mit I, II, III, 
IV, V und VI gekennzeichnet . 

Die Schlauchleitungssysteme 27 und 28 fur Flussigkeiten und die 
Schlauchleitung 2 6 fur Gase sind unmittelbar mit der ersten 
Zellkulturkammer I verbunden, derart, dafi die Schlauchleitung 

26 unmittelbar in einen Gaskanal 50 im Inneren dieser ersten 
Zellkulturkammer miindet, wohingegen das Schlauchleitungssystem 

27 in einen entsprechenden Flussigkeitskanal 51 und das 
Schlauchleitungssystem 28 in einen Flussigkeitskanal 52 jeweils 
im Inneren dieser ersten Zellkulturkammer I einmunden. Somit 
wird zunachst die in der ersten Zellkulturkammer I enthaltene 
Zellkultur mit flussigen Medien und Gasen versorgt, woraufhin 
sukzessive die nachf olgenden Zellkulturkammern II bis VI in 
entsprechender Weise mit flussigen Medien und Gasen versorgt 
werden. Im einzelnen ist die Zellkulturkammer I uber Flussig- 
keits-Schlauchleitungen 27A und 28A und uber eine Gas- 
Schlauchleitung 26A mit der zweiten Zellkulturkammer II verbun- 
den, diese wiederum uber Fltissigkeits-Schlauchleitungen 27B und 
28B und eine Gas-Schlauchleitung 26B mit der dritten Zellkul- 
turkammer III verbunden, die ihrerseits wiederum uber Flussig- 
keits-Schlauchleitungen 27C und 28C und eine Gas-Schlauchlei- 
tung 26C mit der vierten Zellkulturkammer IV verbunden ist, 
wahrend diese wiederum uber Flussigkeits-Schlauchleitungen 27D 
und 28D sowie uber eine Gas-Schlauchleitung 26D mit der funften 



WO 2004/033615 ^^T/EP2002/0 10357 

Zellkulturkammer V verbunden ist, und schlieftlich ist die letz- 
tere uber Fliissigkeits-Schlauchleitungen 27E und 28E und iiber 
eine Gas-Schlauchleitung 26E mit der sechsten Zellkulturkammer 
VI verbunden. 

Aufgrund dieser Hintereinanderschaltung der sechs Zellkultur- 
kammern 20 mUndet jede Fliissigkeits-Schlauchleitung 2 8A bzw. 
28B bzw. 28C bzw. 28D bzw. 28E jeweils in einen Flussigkeitska- 
nal 52 im Inneren jeder Zellkulturkammer, jede Flussigkeits- 
Schlauchleitung 27A bzw. 27B bzw. 27C bzw. 27D bzw. 27E mtindet 
in einen entsprechenden Flussigkeitskanal 51 im Inneren jeder 
Zellkulturkammer, wohingegen jede Gas-Schlauchleitung 26A bzw. 
26B bzw. 26C bzw. 26D bzw. 26E in einen entsprechenden Gas- 
Kanal 50 jeder Zellkulturkammer einmiindet. 

Von der' sechsten Zellkulturkammer VI aus gehen Flussigkeits- 
Ausgangsleitungen 27F und 28F und eine Gas-Ausgangsleitung. 2 6F 
ab. 

Infolgedessen wird ermoglicht, daft samtliche Zellkulturen in 
den sechs Zellkulturkammern I bis VI sowohl mit frei wahlbaren, 
definierten, flussigen Medien kontinuierlich versorgt werden 
als auch einer konstanten, kontinuierlichen Begasung durch das 
Begasungssystem D gemali. Figur 1 unterworfen werden, wie im ein- 
zelnen bereits weiter oben erlautert. 

Es wird darauf hingewiesen, daft in Fig. 2 lediglich eine von 
vielen Fluftrichtungsm6glichkeiten fur Fltissigkeiten und Gase 
dargestellt ist. 

Durch die oben erlauterten, flexiblen Schlauchleitungssysteme 
fur Flilssigkeiten und Gase konnen auch andere Zellkulturkammer- 
Kombinationen als die in Fig. 2 gezeigte angesteuert werden. 
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Von ganz besonderer Bedeutung ist noch, daft die Zellkulturkam- 
mergruppierung A insgesamt permanent an das Monitoring-System F 
gemali Figur 1 angeschlossen ist, damit wahrend der gesamten 
Versuchsdauer alle relevanten Parameter in der jeweiligen Zell- 
Jculturkammer 20 mittels entsprechend zugeordneter Sensoren ge- 
messen werden konnen. Jede der sechs Zellkulturkammern 20 ist 
daher in ihrem Inneren mit einem entsprechenden Kanal 53 fur 
den Sensorikanschluli ausgerustet. Im einzelnen ist hierbei die 
erste Zellkulturkammer I uber eine Leitung 44A, die zweite 
Zellkulturkammer-II uber eine Leitung 44B und die dritte Zell- 
kulturkammer III liber eine Leitung 4 4C mit einer Leitung 4 4 
verbunden, wShrend die vierte Zellkulturkammer IV uber eine 
Leitung 43A, die ftinfte Zellkulturkammer V uber eine Leitung 
43B und die sechste Zellkulturkammer VI uber eine Leitung 43C 
mit einer Leitung 43 verbunden ist. Die Leitungen 4 3 und 44 
fuhren zu einem Knotenpunkt 42, der uber eine Leitung 41 mit 
dem' Monitoring-System F gemali Figur 1 verbunden ist. 

Mit Hilfe der im Inneren einer jeden Zellkulturkammer 20 ange- 
ordneten Sensoren, die hier im einzelnen nicht dargestellt 
sind, ist es moglich, die relevanten Parameter permanent zu 
messen, wobei sodann die jeweiligen MeJiwerte Uber das Monito- 
ring-System F an das computergesteuerte Oberwachungs- und 
Steuerungssystem G gemali Figur 1 zur entsprechenden Weiterver- 
arbeitung weitergeleitet werden. 

Aus Figur 2 ist noch ersichtlich, daft jede Zellkulturkammer 20 
der Zellkulturkammergruppierung A an ihrer Oberseite ein rundes 
Fenster 20A mit Glasscheibe aufweist, durch das eine flachen- 
deckende Ausleuchtung der in der jeweiligen Zellkulturkammer 20 
enthaltenen Zellkultur ermoglicht ist, wie bereits weiter oben 
anhand der Figur 1 im einzelnen erlautert. 



Die Zellkulturkammer als solche bietet im ubrigen den Gegen- 
stand einer deutschen Patentanmeldung der gleichen Anmelderin 
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mit der Bezeichnung "Zellkulturkammer fur ein Zellkultursystem" 
(amtliches Aktenzeichen ) - 

Mit Hilfe des erf indungsgemafcen Verfahrens zur Kultivierung von 
Zellen wird insbesondere die Moglichkeit geschaffen, hochkom- 
plexe biologische Vorgange in Echtzeit und nahezu unter in- 
vivo-Bedingungen zu simulieren. 

Mit ganz besonderem Vorteil" lalit sich das erf indungsgemafle Ver« 
fahren vor allem zur Erforschung von Zellf unktionen, zur Wirk- 
samkeitsuntersuchung von Medikamenten, zur Arzneimittelentwick- 
lung, zur Co-Kultivierung verschiedener Zelltypen und Gewebe- 
teile, zu organtypischen Studien, zur Beobachtung von Tumorzel- 
len in typischer Umgebung oder zu toxikologischen Studien ein- 
setzen. 
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PAN-Biotech GmbH, Gewerbepark 13, D-94501 Aidenbach 



Patentanspruclie 

1. Verfahren zur Kultivierung von Zellen verschiedenster Art, 
insbesondere menschlicher oder tierischer Zellen, wobei 
von Zellen wenigstens einer bestitmnten Art jeweils eine 
Kultur in einer definierten Umgebung angesetzt wird und 
wobei die Zellen der betreffenden Kultur mit zugeordneten, 
flussigen Nahrmedien, Wachs turns faktoren, Gasen und der- 
gleichen vers org t werden, 

aekennzeichnet durch. die Kombination folgender Verfahrens- 
schritte: 

a) Ansetzen wenigstens einer Zellkultur innerhalb wenig- 
stens einer Zellkulturkammer (20) eines Zellkultur sy- 
stems (30) ; 



b) Ingangsetzen eines Flusses frei wahlbarer, definier- 
ter, flussiger Medien in die wenigstens eine Zellkul- 
turkatnmer (20) zur kontinuierlichen Versorgung der 
wenigstens einen Zellkultur; 

c) Ingangsetzen eines Stromes unterschiedlicher Gase mit 
frei wahlbaren Konzentrationen in die wenigstens eine 
Zellkulturkammer (20) zur konstanten, kontinuierli- 
chen Begasung der wenigstens einen Zellkultur; 

d) geregeltes bzw. gesteuertes Beheizen der wenigstens 
einen Zellkulturkammer (20) in der Art und Weise, daS 
hierin eine konstante Temperatur wahrend der Dauer 
eines Versuches gewahrleistet wird; 
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e) permanentes mikroskopisches Beobachten der wenigstens 
einen Zellkultur innerhalb der wenigstens einen Zell- 
kulturkammer (20) , ohne wahrend der Dauer eines Ver- 
suches Proben der Zellkultur zu entnehmen; und 

f) permanentes Messen samtlicher relevanten Zellkultur- 
parameter mittels entsprechender, in die wenigstens 
eine Zellkulturkatnmer (20) integrierter Sensoren. 

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeiclmet , da£ ei- 
ne vorgegebene Anzahl von Zellkulturen innerhalb entspre- 
chend zugeordneter Zellkulturkammern (20) angesetzt wird, 
wobei diese Zellkulturkammern in Reihe geschaltet werden. 

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeiclmet , daS ei- 
ne vorgegebene Anzahl von Zellkulturen innerhalb entspre- 
chend zugeordneter Zellkulturkammern (20) angesetzt wird, 
wobei diese Zellkulturkammern parallel geschaltet werden. 

Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch ge- 
kennzeiclmet, daS wahrend der Dauer eines Versuchs die Art 
der fl&ssigen Medien und/oder deren Stromungsrichtungen 
und/oder deren Verteilung und/oder deren Durchf luSmengen 
variiert werden. 

Verfahren nach einem der Anspruche 1, 2 oder 4, dadurch 
gekennzeiclmet, daS im Falle von in Reihe geschalteten 
Zellkulturkammern die flussigen Medien von Zellkulturkam- 
mer zu Zellkulturkammer kontinuierlich weitergeleitet wer- 
den . 

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch 
gekennzeiclmet, daS wahrend der Dauer eines Versuchs die 
Art der Gase und/oder deren Stromungsrichtungen und/oder 
deren Verteilung und/oder die Begasungskonzentrationen va- 
riiert werden. 
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7. Verfahren nach einem der Anspruche 2, 4, 5 oder 6, dadurch 
gekennzeichnet, da£ im Falle von in Reihe geschalteten 
Zellkulturkammern (20) die Gase von Zellkulturkammer zu 
Zellkulturkammer kontinuierlich weitergeleitet werden. 

8 . Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche , dadurch 
gekennzeichnet, daS die in der wenigstens einen Zellkultur 
innerhalb der wenigstens einen Zellkulturkammer (20) herr- 
schende Temperatur permanent gemessen und als Temperatur- 
Istwert einem entsprechenden Temperaturregel- bzw. Steuer- 
kreis eingegeben wird, wodurch die Beheizung der Zellkul- 
turkammer entsprechend geregelt bzw. gesteuert werden 
kann . . 

9. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch 
- gekennzeichnet , daS innerhalb wenigstens einer Zellkultur- 
kammer (20) zu beiden Seiten einer gasdurchlassigen Mem- 
• bran je eine Zellkultur unterschiedlicher Art zum Zwecke 
einer direkten Co-Kultivierung beider Zellkulturen ange- 
setzt wird. 



10. Verfahren nach Anspruch 9, gekennzeichnet durch das In- 
gangsetzen eines ersten Medienf lusses zu der einen Seite 
der Membran, d.h. der apikalen Seite mit der ersten Zell- 
kultur, und eines gegenuber dem ersten MedienfluS unter- 
schiedlichen, zweiten Medienf lusses zu der anderen Seite 
der Membran, d.h. der basolateralen Seite mit der zweiten 
Zellkultur. 

11. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 8, gekennzeichnet 
durch die Anwendung des Verfahrens zur indirekten Co- 
Kultivierung, wobei verschiedene biologische Systeme (d.h. 
Gewebe-/Zellarten) in entsprechenden Zellkulturkammern 
(20) hintereinander geschaltet werden. 
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12. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, gekenn- 
zeichnet durch ein videounterstutztes mikroskopisches Be- 
obachten der wenigstens einen Zellkultur in der wenigstens 
einen Zellkulturkairaner (20) . 



13. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch 
gekennzeichnet, daS samtliche Daten, die gewonnen werden 
durch 

permanentes mikroskopisches Beobachten der wenigstens 
einen Zellkultur innerhalb der wenigstens einen Zell- 
kul turkammer (20) und/oder 

i 

permanentes Messen der relevanten Zellkulturparameter 
und/oder 



- permanentes Messen der in der wenigstens einen Zell- 
kultur innerhalb der wenigstens einen Zellkul turkam- 
mer (20) herrschenden Temperatur, 

zu einem computergesteuerten Uberwachungs- und Steuerungs- 
system (G) zur dortigen Weiterverarbeitung ubertragen wer- 
den. 

14. Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet , daS 
das permanente Messen der relevanten Zellkulturparameter 
mit Hilfe eines sof tware-unterstutzten MeSverf ahrens er- 
f olgt . 
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